ROLE DE L^ACTINE ET DES PROTEINES DU CYTOSOUELETTE DANS lA 
DIFFERENCIATION MEGACARYOCYTAIRE DES AFFECTIONS MALIGNES DE LA 

MOELLE OSSEUSE 


La production des plaquettes sanguines, la megacaryocytopoiese, est Taboutissement d’une 
proliferation et d'une differentiation de progeniteurs medullaires (les cellules souches) donnant 
naissance ^ des precurseurs polyploides (lesmegacaryocytes) dont le cytoplasme, apres maturation, 
se fragmente en plaquettes Le contrdle de la megacaryocytopoiese est assure par des facteurs de 
croissance exergant une action stimulantc ou inhibitrice sur cette hierarchic de cellules 

Au moment ou les auteurs pensaient que ce controle s’effectuait sur les cellules^souches, 
nous avons demontre chez Tanimal d’experience que la stimulation de la proliferation des cellules 
souches megacaryocytaires par le lithium n’est pas due k un effet direct de ces molecules mais bien 
a la secretion de facteurs de croissance par les lymphocytes T La secretion d’acetylcholinesterase 
par les megacaryocytes des rongeurs modifie la concentration de racetylcholine, un 
neuromediateur, et pourrait des lors jouer un rOle dans la regulation de la production plaquettaire. 
Cependant, nous avons montre que la stimulation des cellules-souches par les agents 
cholinergiques decoule, comme pour le lithium, d’une augmentation de la production de cytokines 
non specifiques par les lymphocytes T 

Aussi, nos efforts se sont logiquement concentres sur le phenomena de polyploidisation 
megacaryocytaire. Par notre methode de mesure du contenu en ADN des megacaryocytes obtenus 
en culture de moelle osseuse, nous avons confirme que Taccroissement de la production 
plaquettaire suite k Taugmentation des besoins en plaquettes ne s’effectue pas au niveau des 
cellules-souches mais bien k partir des m^gacarvocvtes dont le niveau de ploidie est proportionnel 
aux besoins en plaquettes de I’organisme Notre technique nous a aussi permis de decouvrir un 
progeniteur megacaryocytaire de faible densite (Light-Density Colony-Forming-Unit 
Megakaryocyte; LD-CFU-M) dont la probabilite de polvnloYdisation est plus grande que celle des 
autres cellules-souches ® 

Des lors, convaincus de Timportance de la polyploidisation, nous avons essaye de 
comprendre ce mecanisme et demontre que 1’inhibition de la polymerisation de ractme, une 
proteine de structure du cytoplasme, entraine la polyploidisation megacaryocytaire qui permet une 
augmentation de la production plaquettaire 

Notre projet a pour but de poursuivre Tetude du mecanisme par lequel la modification de 
polymerisation de Pactine entraine la polyploidisation megacaryocytaire et d’identifier le desordre 
de ce mecanisme dans les cancers de la moelle osseuse. 
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I. INTRODUCTION. 


Les affections malignes de la moelle osseuse se caracterisent par des anomalies de 
proliferation et de maturation des cellules souches t Torigine des trois lignees des cellules 
sanguines. La lignee des plaquettes sanguines est issue de cellules de la moelle osseuse^ les 
megacaryocytes. Ceux-ci tiennent leur nom de la taille importante de leurs noyaux suite a 
Facquisition d’un materiel nucleaire polyploide au cours de la maturation. Dans les leucemies, 
cancers de la moelle osseuse^ les anomalies de la maturation et de la polyploidisation 
megacaryocytaires ainsi que Faction de la chimiotherapie expliquent Fabsence de plaquettes 
fonctionnelles. Comme les plaquettes sanguines sont responsables de Fhemostase primaire, ces 
patients leucemiques presentent des hemorragies parfois incontrdlables. 

La polyploidisation (endomitose ou endoreduplication) est la regie dans la differenciation 
normale des megacaryocytes. Son accentuation assure une augmentation de la production 
plaquettaire en cas de besoin. En effet, la taille des megacaryocytes et leur ploidie augmentent 24 
a 48 heures apres Finduction d’une thrombopenie chez Fanimal. En revanche, Faugmentation 
provoquee du nombre des plaquettes, par transfusion par exemple, entraine la diminution de la 
ploidie megacaryocytaire* II semble que plusieurs substances humorales (IL-6, LIE, IL-11,...) 
collectivement appelees ’’thrombopoietine’* exercent une regulation de ce phenomdae. 

Le mecanisme par lequel s’opere le choix entre la mitose classique et la polyploidisation 
est totalement inconnu. Un asynchronisme entre les cinetiques de division nucleaire et 
cytoplasmique a ete invoque par la plupart des etudes. Nous avons demontre qu’en conditions 
contrdlees et stables (cultures de cellules), la cinetique de division nucleaire n’est pas affectee par 
le type de division megacaryocytaire (mitose classique ou endomitose). Des lors, nous avons refute 
Fhypothese d’une modification de la cinetique de division du noyau dans Finduction du 
mecanisme de polyploidisation megacaryocytaire (1). Les experiences de Paulus, que nous avons 
confirmees, ont permis d’identifier trois classes de cellules souches megacaryocytaires en fonction 
de leurs probabilites (20, 40 et 80%) de quitter la mitose normale pour se polyploidiser (2,1). Ces 
travaux ont aussi demontre que les progeniteurs megakaryocytaires diploides ont une probabilite 
stable d’entrer en endomitose durant plusieurs divisions et que celle-ci change au cours d’une seule 
mitose. Cela suggere que la polyploidisation megacaryocytaire resulte de Falteration soudaine d’un 
mecanisme biochimique implique dans la mitose et dont Faction majeure se developpe dans le 
cytoplasme ou la membrane. Gr^ce ^ la methode de mesure de la ploidie megacaryocytaire que 
nous avons developpee (3), nous avons isole et caracterise un progeniteur megacaryocytaire de 
faible densite (LD-CFU-M) dont les probabilites de polyploidisation sont limitees k deux classes 
(4). Ces experiences confortent notre hypothese d’une modification d’un composant cytoplasmique 
ou membranaire dans Fendomitose. 

La separation cytoplasmique ou cytodierese qui termine la mitose normale n’a pas lieu au 
cours de Fendomitose. La cytodierese debute par la contraction d’un anneau sous-membranaire 
d’actine-myosine. L’actine, la myosine, et la tubuline sont les composants principaux de la 
structure de soutien et de motilite de la cellule et forment le cytosquelette. Nous avons done 
postule que les proteines du cytosquelette, composants cytoplasmiques et membranaires, sont 
responsables de la polyploidisation. II est vrai que des cellules embryonnaires de nematodes ont 
ete rendues polyploides par inhibition de la formation de Fanneau d’actine-myosine (5). Par 
ailleurs, le fuseau de tubuline determine le plan de clivage cellulaire et done Forientation de 
Fanneau d’actine-myosine (6,7)i 
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Recemment, nous avons montre chez la souris, que la cytochalasine B, un inhibiteur de 
la polymerisation de I’actine, ajoutee aux cultures des progeniteurs megacaryocytaires augmentait 
la ploidie moyenne des megacaryocytes au sein des colonies (8). Par centre, la colchicine, un 
inhibiteur de la polymerisation de la tubuline n’a pas cet effet. Les techniques de mesure de la 
ploidie megacaryocytaire en culture ne donnent pas de resultats reproductibles chez I’homme. 
Aussi nous avons adopte et modifie une methode de cytofluorometrie en flux de la ploidie 
megacaryocytaire pour etudier des lignees de cellules cancereuses k caractere megacaryocytaire. 
L’addition d’esters de phorbol (stimulants non specifiques) et/ou de cytochalasine B (inhibiteur 
de la polymerisation de I’actine) aux milieux de culture de certaines lignees humaines (DAMI, 
HEL, K 562 et MEG 01), entrainent une augmentation significative de I’endomitose 
megacaryocytaire. II semble done que I’absence de polymerisation de I’actine soit necessaire S 
I’augmentation de ploidie des megacaryocytes. Ceci pourrait 6tre explique par I’absence de 
formation en telophase de I’anneau contractile d’actine-myosine qui mene habitUellement k la 
separation cytoplasmique. Comme la concentration de I’actine au sein de la cellule est constante, 
il est evident qu’au cours de la division cellulaire, la synthase d’actine nouvelle au sein d’une 
cellule est un phenomene contrdle. 

Comment envisager le rdle de I’actine dans le phenomene de polyploidisation? Nous savons 
que les esters de phorbols (en particulier, le phorbol myristate acetate ou PMA) agissent sur la 
cellule en stimulant des recepteurs de manidre non specifique. L’activation de ces recepteurs dont 
le cytosquelette est partie integrante peut amener diverses reactions inhibitrices ou stimulantes au 
sein de la cellule. Comme la reponse de la cellule suite k Paction du PMA n’est pas aussi 
importante que celle produite par la cytochalasine B, nous pensons que I’augmentation de ploidie 
par la cytochalasine B doit Stre expliquee par Paction maximale sur un mecanisme effecteur 
terminal partiellement modulable par les recepteurs aux diverses cytokines. 

Par quel mecanisme, le besoin accru en plaquettes et des lors Pengagement dans le 
phenomene de polyploidisation megacaryocytaire peuvent mener a la diminution de polymerisation 
de Pactine? Toutd’abord, I’expression genique de Pactine, si elle est contr6l6edevrait logiquement 
dependre du produit final sous Pune ou Pautre de ses formes (actine G et/ou actine F). Toute 
modification d’un des composants (actine F) pourrait modifier la synthese finale d’actine. Ensuite, 
la thymosine B4 a la propriete de sequestrer la majorite de Pactine G soluble (9). Elle peut done 
moduler Pequilibre entre formes soluble et polymerisee de Pactine qui serait responsable du 
maintien d’une division mitotique normale. Enfin, le type particulier de polymerisation de Pactine 
pourrait aussi intervenir dans ce phenomene. En effet, la polymerisation peut 6tre schematisee 
comme une lente progression d’une extrdmite (arrow) du filament d’actine F ou les monomeres 
d’actine viennent se Her par rapport 4 Pautre extremite (tail) dont les monomeres d’actine se 
detachent. Done, avec un equilibre F/G conserve, le type chimique d’actine peut encore fttre 
chimiquement modifie par ce processus dynamique au sein de la molecule d6j^ polymerisee. 


II. BUT DU TRAVAIL. 

Notre projet a pour but d’une part de preciser le mecanisme par lequel la modification de 
polymerisation de Pactine dans le cytoplasme engendre Pendomitose megacaryocytaire et d’autre 
part de deceler, dans certains cancers de la moelle osseuse ou la megacaryocytopoiese est 
deficiente, les anomalies du metabolisme des proteines du cytosquelette. 
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Ill, APPROCHE EXPERIMENTALE, 


A. ETABLISSEMENT DE LIGNEES MEGACARYOCYTAIRES HUMAINES. 

Nous avons pu obtenir des lignees continues de cellules megacaryocytaires leucemiques 
(DAMI, MEGOl, HELi K562). Notre laboratoire a developpe quatre nouvelles lignees a partir 
d’affections malignes de la moelle osseuse (2 de Leucemie Myeloide Chronique et deux de 
Thrombocytemie Essentielle). Ces lignees doivent encore etre caracterisees. En particulier, leurs 
quantites megacaryocytaires (expression des glycoproteines Ilb/IIIa et Ib) a Tetat basal et apres 
stimulation par PMA seront etudiees par cytofluorometrie en flux. 

B. ETUDE DE LA CONCENTRATION D’ACTINE INTRACELLULAIRE. 

1. MESURE GLOBALE AU CYTOFLUOROMETRE EN FLUX. 

La concentration intracellulaire d’actine sera estimee par cytofluorometrie en flux 
(FACScan). Nous avons pu etablir la mesure de Tactine intracytoplasmique de populations 
lymphocytaires d’anticorps monoclonaux couples ^ la fluoresceine. Ce fluorochrome emettant une 
lumiere verte apres excitation dans Pultraviolet permet la mesure concomitance de la ploidie par 
I’iodure de propidium qui» avec la mdme frequence d’excitation emet une lumiere rouge. NOus 
etudierons la concentration d’actine dans les cellules des lignees cancereuses a composante 
megacaryocytaire. Nous correlerons cette concentration k la ploi’die de chaque cellule. Trois 
possibilites peuvent dtre envisagees. Tout d’abordvla decouverte d^une absence d’augmentation 
de la concentration d’actine au cours de Pendomitose suggererait que, globalement, la plus grande 
partie de Tactine est impliquee dans le phenom^ne d’endomitose. Par contre, une augmentation 
progressive ou une augmentation ”saltatoire" suggereraient qu’une faible partie seulement de 
I’actine serait impliquee dans Tendoreduplication. 

La distribution de Pactine des megacaryocytes provenant de la moelle osseuse de donneurs 
de greffe permettra de tester notre hypothese au cours de la regulation physiologique de cellules 
megacaryocytaires normales. 

2. MESURE QUANTITATIVE DE L*ACTINE G ET F PAR "CELL SORTER". 

L’actine se presente sous deux formes: monomere soluble (actine G) ou polymere insoluble 
(actine F). Les monomeres d’actine sont tres heterogenes et se caracterisent surtout par les sites 
de liaison aux ligands (par exemple la gelsoline et la profiline pour la structure; la myosine pour 
la motilite et PATP pour apporter Penergie contractile). Malgre cette heterogeneite qui definit les 
functions de Pactine polymerisee, la concentration d’actine est relativement constante dans toutes 
les cellules. C’est d’ailleurs pour cette raison qu’elle a ete utilisee comme contrdle de Pexpression 
genique d’autres molecules. Quelques anticorps monoclonaux reconnaissent differents epitopes de 
Pactine. Malheureusement, ils ne permettent pas de detecter reellement les sites de reaction des 
ligands et des lors ne permettent pas de mesurer les differents types d’actine. Aussi, en marquant 
par exemple en fluorescence les ligands eux-memes, nous pourrons determiner dans Pendomitose^ 
le type chimique d’actine en cause et, par consequent la function perturbee (structure, motilite ou 
energie). Par ailleurs, comme nous Pavons explique, la forme F est en constant renouvellement par 
la synthese en "arrow" et la destruction en "tail". Le contrdle de ce phenomene dynamique est 
encore mal connu mais pent etre etudie gr^ce a la phalloidine dont la propriety est de se fixer 
specifiquement a une extremite de la molecule polymerisee et de bloquer definitivement la 
polymerisation. La phalloidine peut facilement dtre couplee a une molecule fluorescente. 
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Des lors, pour mettre en evidence le type precis d’actine impliqu6 dans la polyploldisation, 
nous emploierons le tri cellulaire au cytofluorometre (COULTER ELITE) des cellules des lignees 
ainsi que des cellules normales. Nous avons dej^ realist la separation de megacaryocytes en 
diverses phases endomitOtiques (2N versus >2N). Nous pourrons ainsi determiner par 
electrophorese des extraits de cellules triees en classes de ploldie, les modifications qualitatives et 
quantitatives de I’actine. Ceci sera aussi realise sur les lignees megacaryocytaires aprds stimulation 
par les esters du phorbol et par des cytokines telles que rinterleukine-6. 

C. DETERMINATION DES ANOMALIES DE LA MATURATION 
MEGACARYOCYTAIRE DANS LES AFFECTIONS MALIGNES DE LA MOELLE 
OSSEUSE. 

Par les techniques mises au point sur les lignees cellulaires et decrites plus haut, nous 
etudierons au fur et ^ mesure des pathologies rencontrees en Clinique, le rdie de I’actine dans la 
regulation anormale des leucemies et etats apparentes. Nous focaliserons nos efforts sur I’etude de 
la polyploldisation classiquement decrite dans les syndromes myeioproliferatifs tels que la 
polyglobulie de Vaquez et la thrombocytemie essentielle et dans les pathologies cancereuses de 
rhematopolese (Leucemies aigues ^ caractere megacaryocytaire). 
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